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INHIBITION DE LA RÉPARATION DES CASSURES DOUBLE-BRIN
DE L’ADN: QUEL INTÉRÊT EN RADIOTHÉRAPIE ET
PHARMACOLOGIE ANTITUMORALE?
INHIBITION OF DNA DOUBLE-STRAND BREAKS REPAIR: A TARGET IN
RADIOTHERAPY AND CHEMOTHERAPY IN ONCOLOGY?
Par Bernard SALLES(1)
(Communication présentée le 21 juin 2012)
Parmi les thérapeutiques antitumorales, il est largement fait appel à la radiothérapie et /ou de la chi-
miothérapie non ciblée. Ces traitements induisent pour la grande majorité d’entre eux des lésions
de l’ADN qui seront réparées en fonction de la dose utilisée. Les mécanismes de réparation des lésions
de l’ADN représentent une cible pharmacologique d’intérêt car leur inhibition conduit à une sensi-
bilisation cellulaire pouvant être mise à profit pour un traitement adjuvant. Parmi ces traitements,
les rayonnements ionisants et des agents chimiothérapeutiques majeurs induisent directement ou indi-
rectement des cassures double-brin (CDB). La réparation des CDB repose majoritairement sur le méca-
nisme de la recombinaison non homologue ou NHEJ (Non Homologous End-Joining). La compréhension
du mécanisme NHEJ et des facteurs protéiques impliqués a permis de sélectionner des molécules inhi-
bitrices de cette voie dans le but de sensibiliser les cellules tumorales à un traitement clastogène. Cette
approche est présentée et discutée dans une perspective d’amélioration de l’efficacité thérapeutique
en cancérologie.
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Radiotherapy and/or untargeted chemotherapy play a major role in antitumor treatments. The vast
majority of this treatments induce the formation of DNA damages that will be repaired depending
on the dose used. These repair mechanisms of DNA damage provide an interesting pharmacologi-
cal target, as their inhibition leads to a cell sensitization that can be used for adjuvant therapy. Among
these treatments, ionizing radiations and major chemotherapy agents directly or indirectly induce
DNA double strand breaks (DSB). DSB are mainly repaired by the Non Homologous End-Joining path-
way (NHEJ). The understanding of the NHEJ repair mechanism and of the proteins involved has led
to the selection of molecules inhibiting this pathway to sensitize tumor cells to a clastogenic treat-
ment. The potential of this approach to improve the efficacy of cancer therapy is presented and dis-
cussed.
Key words : antitumor pharmacology, DNA strand breaks, DNA repair.
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INTRODUCTION
Le traitement des tumeurs solides repose sur la chirurgie et en
fonction du grade, sur l’utilisation de la radiothérapie et/ou chi-
miothérapie et/ou hormonothérapie. La chimiothérapie récente
bénéficie d’agents ciblés sur des cibles spécifiques comme des
kinases, des épitopes membranaires, mais l’utilisation d’agents
cytotoxiques non ciblés demeure la thérapeutique majeure
utilisée dans les protocoles médicamenteux. Parmi les agents
antitumoraux classiques, la plupart d’entre eux exercent une acti-
vité génotoxique directe ou indirecte. La génotoxicité des
médicaments antitumoraux repose sur (i) une inhibition de la
réplication (cytarabine, methotrexate, thiopurines, 5-fluorou-
racile…), (ii) une altération directe de l’ADN (cisplatine…),
(iii) une altération indirecte de l’ADN (camptotécine…).
Les rayonnements ionisants sont eux aussi génotoxiques.
L’endommagement du génome par ces traitements déclenche
une réponse coordonnée appelée DDR (DNA damage res-
ponse) laquelle tend à maintenir la viabilité cellulaire et la sta-
bilité génétique (Jackson & Bartek, 2009) (figure 1). Le pro-
cessus DDR met en jeu une interconnexion de réseaux qui
induisent et coordonnent l’activité de réparation des lésions de
l’ADN en arrêtant le cycle cellulaire par activation de points
de contrôle et donc, un blocage de la cellule en phase G1-S,
intra S ou G2-M (Lobrich & Jeggo, 2007). Les mécanismes de
réparation sont saturables et dans le cas d’un nombre important
de lésions, la DDR joue un rôle clé dans l’induction du processus
apoptotique. Comme les lésions de l’ADN sont reconnues et
réparées par des mécanismes spécifiques et fidèles dans leur capa-
cité de restauration de l’information génétique initiale, une alté-
ration de la réponse DDR ou des mécanismes de réparation est
retrouvée dans de nombreuses cellules tumorales.
En conséquence, dans le but de sensibiliser les cellules, l’inhi-
bition du processus DDR et/ou des mécanismes de réparation
de l’ADN représentent une voie de recherche dans le but d’op-
timiser le traitement. Dans cette revue, il est présenté et dis-
cuté les approches qui visent à inhiber la réparation d’une lésion
toxique majeure, la cassure double-brin, responsable de la
mort cellulaire au travers de catastrophes mitotiques et du pro-
cessus apoptotique (Jeggo & Lobrich, 2007). La recherche d’in-
hibiteurs repose sur la connaissance des mécanismes de répa-
ration et des structures protéiques impliquées dans le cadre d’une
recherche par criblage in silico. Ces différentes approches sont
présentées et discutées dans le contexte du traitement des can-
cers par radiothérapie et chimiothérapie.
LES CASSURES DOUBLE-BRIN DE L’ADN ET
CONSÉQUENCES BIOLOGIQUES
Les rayonnements ionisants endommagent l’ADN suite à une
réaction oxydative faisant intervenir les molécules d’eau, qui
provoque de nombreuses modifications. Bien que minoritaires
(environ 5 % des lésions totales), les cassures double-brin (CDB)
sont responsables de la toxicité cellulaire. Parmi les médicaments
antitumoraux, quelques-uns sont inducteurs de cassures comme
la bléomycine mais la plupart sont des inducteurs indirects par
inhibition de (i) la topoisomérase I (camptotécine) en relation
Figure 1 : Schéma des réponses cellulaires induites par l’endommagement de l’ADN (DNA Damage Response, DDR).
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avec un décrochage d’une fourche de réplication qui ren-
contre une cassure simple-brin (CSB) (ii) et de la topoisomé-
rase II (doxorubicine…) par blocage du complexe clivable
(Pommier et al. 2010). Les topoisomérases sont des enzymes
essentielles au fonctionnement de l’ADN en résolvant les
problèmes topologiques inhérents aux processus de réplica-
tion/transcription/recombinaison. Les CDB sont considérées
comme des lésions parmi les plus toxiques car elles induisent
la mort cellulaire avec une forte efficacité; en effet, environ 100
cassures par génome provoquent la mort de 50 % des cellules
cultivées in vitro d’après les données issues de la radiobiologie.
Outre la toxicité intrinsèque des CDB induites par les agents
physiques ou chimiques, en cas de réparation défaillante, ces
lésions conduisent à des réarrangements et en conséquence par-
ticipent à la cancérogenèse par instabilité chromosomique
(Burma et al. 2006).
MÉCANISMES DE RÉPARATION DES
CASSURES DOUBLE-BRIN DE L’ADN
Quelle que soit l’origine des CDB, cette lésion est reconnue et
signalée par la kinase ATM (ataxia telangiectasia muté) qui est
activée par autophosphorylation. En cas de perturbation de la
fourche de réplication, une autre kinase, ATR (ATM related),
de la même superfamille des PI3KK, est activée. La signalisa-
tion, par cascade de phosphorylations, aboutit à un arrêt du cycle
cellulaire autorisant ainsi la réparation des CDB selon deux
mécanismes distincts et complémentaires, la recombinaison
homologue (HR) et la recombinaison non homologue ou
NHEJ (Non Homologous End-Joining) (figure 2). Alors que le
processus NHEJ est rapide, la voie HR est plus lente, fidèle mais
ne peut fonctionner qu’en présence d’une structure à quatre brins
(double duplex d’ADN homologue) et donc, seulement pen-
dant la phase S-G2 du cycle cellulaire.
En conséquence, le processus prépondérant de réparation des
CDB est la voie classique NHEJ (C-NHEJ) dépendante de l’ac-
tivité DNA-PK (protéine kinase dépendante de l’ADN),
membre de la superfamille des phosphatidylinositol 
3-kinase–related kinases (PI3KK). Récemment il a été montré
que la voie NHEJ était subdivisée, la C-NHEJ et une voie
mineure dite alternative (A-NHEJ) indépendante de l’activité
DNA-PK (Nussenzweig & Nussenzweig, 2007).
La C-NHEJ est une réaction multi-étapes qui repose sur un
complexe protéique basal constitué de la DNA-PK, elle-même
composée de l’hétérodimère Ku70/Ku80 (sous-unité régula-
trice) associé à sa sous-unité catalytique, la DNA-PKcs, à acti-
vité catalytique sérine-théonine kinase) et d’un complexe de
ligation à trois composants XRCC4 / XLF / Ligase IV. Le
mécanisme C-NHEJ procède au travers d’au moins trois
étapes (figure 3) : (i) reconnaissance de la cassure par liai-
son de l’hétérodimère Ku70/Ku80 aux extrémités de la cas-
sure, événement initial de la réaction ; (ii) préparation des
brins d’ADN par élimination des structures sans possibilité
de ligature avec intervention de nucléases telle que Artémis
(Moshous et al. 2001) ; (iii) ligature et restauration de la conti-
nuité par action de la Ligase IV (Wu et al. 2009 ; Anderson
Figure 2 :Mécanismes de réparation
des cassures double-brins de l’ADN.
Dans les cellules eucaryotes supérieures,
la recombinaison non homologue clas-
sique (C-NHEJ) représente la voie
majeure de réparation. La réaction
dépend du complexe basal formé par
Ku70/Ku80 associé à la DNA-PKcs,
Artémis et le complexe de ligature
XRCC4/Ligase IV/XLF. Une voie
mineure, A-NHEJ est réprimée par la
C-NHEJ et en particulier par la pré-
sence du complexe Ku70/Ku80, activité
majeure de reconnaissance des cassures
de l’ADN. En cas de structure à quatre
brins, c’est-à-dire pendant la phase de
réplication (phases S-G2 du cycle cel-
lulaire), la recombinaison homologue est
requise pour la réparation alors que la
voie C-NHEJ est très peu active. La
réparation des CDB par le mécanisme
RH est fidèle, donc sans induction de
mutagénèse.
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et al. 2010). De multiples interactions stabilisent ce complexe
basal qui devient résistant à des extractions biochimiques
ménagées de la chromatine endommagée, au moins pendant
la durée de la réaction de réparation (Drouet et al. 2005 ;
Drouet et al. 2006 ; Wu et al. 2007). D’autres protéines
(polymérases, phosphatases, kinases) participent à la réaction.
En fin de réaction, le complexe se dissocie et la réparation
de la cassure est majoritairement non mutagène.
Au contraire, la voie A-NHEJ est génératrice de mutagenèse
par délétion, mais cette réaction ne s’observe qu’en absence
de C-NHEJ, c’est-à-dire pour des mutants déficients dans l’ex-
pression de Ku70/Ku80 ou DNA-PKcs. Le mécanisme A-
NHEJ dépend de protéines différentes de celles de la C-NHEJ,
telles que la poly (ADP-ribose) polymérase-1 (PARP-1), le
X-ray cross complementing factor 1 (XRCC1), la DNA ligase
III, la polynucléotide kinase et la Flap endonucléase 1
(Audebert et al. 2004 ; Wang et al. 2006, Cheng et al. 2011).
Cette voie alternative est à l’origine de translocations chro-
mosomiques associées à une fréquence élevée de lymphome
et autres cancers chez des animaux déficients en C-NHEJ
(Soulas-Sprauel et al. 2007).
STRUCTURE-FONCTION DU COMPLEXE 
DNA-PK
Le recrutement de la DNA-PKcs aux sites des cassures dépend
de l’extrémité C-terminale de Ku80. Le complexe Ku70/Ku80
a été cristallisée et révèle une structure en anneau (Walker et
al. 2001). Ku70/Ku80 se lie aux extrémités de la cassure et
recrute la DNA-PKcs dont l’activité kinase est fortement sti-
mulée (Hammarsten & Chu, 1998). Divers partenaires de la
DNA-PK sont phosphorylés tels que Ku, XRCC4, XLF mais
cette modification post-traductionnelle n’a pas d’impact fonc-
tionnel jusqu’à présent établi. En revanche, la phosphorylation
d’Artémis augmente son activité nucléase (Goodarzi et al. 2006).
En outre, une réaction d’autophosphorylation de la DNA-PKcs
induite par l’irradiation est nécessaire au processus de répara-
tion des CDB. Au moins 30 sites d’autophosphorylation sont
décrits dans trois « clusters » et ces modifications sous-tendraient
la plasticité de la DNA-PKcs et l’interaction avec ses partenaires
protéiques et l’ADN (Hammel et al. 2010). Ces résultats
confirment l’observation selon laquelle l’autophosphorylation
est nécessaire à la dissociation de la DNA-PKcs de l’ADN après
réparation (Chan & Lees-Miller, 1996).
Figure 3 : Schéma simplifié du mécanisme majeur de réparation des cassures double-brins de l’ADN.
La voie C-NHEJ repose sur une étape de reconnaissance et protection des extrémités par le complexe Ku70/Ku/80. Les autres partenaires sont recrutés et inter-
agissent entre eux en maintenant les extrémités de la cassure avec formation d’une synapse faisant intervenir deux complexes DNA-PK. L’activité kinase de la sous-
unité DNA-PKcs est indispensable à la réaction de réparation. Après modifications du complexe à six protéines et des réactions de phosphorylation et d’autophos-
phorylation de la DNA-PKcs, l’étape de ligature qui dépend du complexe XRCC4/Ligase IV/XLF restaure la continuité du duplex d’ADN. Après ligature, les
protéines se dissocient et la réparation maintient, avec une fréquence élevée, l’information génétique initiale.
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La connaissance de la structure de la DNA-PKcs contribue à
une meilleure compréhension de son rôle dans la réaction de
réparation mais cette structure n’est pas encore connue avec pré-
cision en raison de la masse de la protéine (460 kDa) et de la
difficulté de sa purification. Des analyses en cryomicroscopie
(13 Å de résolution) (Williams et al. 2008) et plus récemment
en cristallographie (6,6 Å de résolution) (Sibanda et al. 2010)
ont validé le modèle de la synapse avec formation d’un dimère.
Enfin, la forme phosphorylée de la DNA-PKcs est substrat pour
les phosphatases pp2A qui jouent un rôle dans le processus de
DDR (Moorhead et al. 2007).
Les partenaires du second complexe impliqué dans la réaction
de ligation ont été cristallisés et l’interaction entre XRCC4 et
la Ligase IV déterminée (Wu et al. 2009).
STRATÉGIES D’INHIBITION DE LA
RÉPARATION DES CASSURES DE L’ADN
Puisque la réparation des CDB dépend très majoritairement de
la voie C-NHEJ, l’inhibition de cette activité par de petites
molécules conduit à un effet radiosensibilisateur (O’Connor et
al. 2007). Afin d’inhiber la réparation C-NHEJ, plusieurs stra-
tégies ont été développées, la quasi-totalité d’entre elles ciblant
le complexe DNA-PK par: (i) diminution d’expression, (ii) blo-
cage de l’interaction Ku avec la DNA-PKcs, (iii) blocage de l’au-
tophosphorylation, (iv) modulation de l’activité kinase.
Diminution d’expression protéique
L’utilisation de l’interférence ARN est testée comme approche
thérapeutique dans le traitement des cancers malgré des diffi-
cultés comme le ciblage des cellules tumorales, la stabilité des
miRNA, la concentration efficace in vivo (Weidhaas et al. 2007).
Il a cependant été récemment rapporté un effet radiosensibi-
lisateur in vitro et in vivo pour le miR-101 qui cible la DNA-PKcs
et ATM via la liaison à l’extrémité 3’-UTR des ARNm codant
pour ces protéines. L’inhibition d’expression de Ku n’est pas à
envisageable pour diverses raisons en particulier (i) son très haut
niveau d’expression basal, (ii) son effet pléiotrope et sa locali-
sation multiple (Monferran et al. 2004 ; Takeda et al. 2011).
Interaction Ku70/Ku80 et DNA-PKcs
Puisque l’extrémité de Ku80 recrute la DNA-PKcs, une
approche in silico n’a pu être entreprise en raison de sa struc-
ture désordonnée qui n’a pu être résolue par diffraction des RX.
En revanche, une approche indirecte a été développée en uti-
lisant des petits fragments d’ADN (Dbaits) qui miment les extré-
mités des cassures et séquestreraient Ku (Quanz et al. 2009).
Certains Dbaits ont un effet radiosensibilisant dans des modèles
de xénogreffes chez la souris mais cet effet ne repose pas,
comme attendu, sur une diminution d’activité DNA-PK mais
sur l’induction d’une signalisation chronique de cassures
mimées par ces petites fragments d’ADN (Berthault et al.
2011).
Inhibition de l’activité d’autophosphorylation
de la DNAPKcs
Très récemment, les épitopes des « clusters » de phosphoryla-
tion ont été exprimés pour cribler une banque d’anticorps. Les
anticorps sélectionnés confèrent une radiosensibilité et dimi-
nuent l’activité kinase et l’autophosphorylation (Du et al.
2010).
Activité kinase de la DNA-PK
L’activité kinase été privilégiée par l’industrie pharmaceutique
dans le cadre du développement de nouveaux inhibiteurs. Les
criblages sont réalisés in vitro sur la base de l’activité de phos-
phorylation du complexe car le manque de résolution des
structures ne permet pas une approche in silico. Les molécules
sélectionnées montrent une efficacité sur des cellules leucé-
miques (LLC) traitées par le chlorambucile (Veuger et al.
2003 ; Willmore et al. 2008) ou la mithoxantrone (Elliott et al.
2011). De plus, ces inhibiteurs conduisent à une action syner-
gique avec l’irinotécan, un inhibiteur de la topoisomérase I dans
le traitement in vitro de cellules tumorales coliques (Davidson
et al. 2011). De nombreux agents ont été sélectionnés et cer-
tains d’entre eux sont actuellement en développement pré-cli-
nique (Martin et al. 2008).
DISCUSSION
Les mécanismes de réparation des lésions de l’ADN représen-
tent une voie de recherche pour augmenter l’efficacité théra-
peutique des rayonnements ionisants et de médicaments anti-
cancéreux qui exercent un effet génotoxique. Si le concept est
simple, il est discutable pour les quelques raisons suivantes : (i)
effets pléiotropes de la DNA-PK, (ii) voie A-NHEJ, (iii)
absence de sélectivité.
(i) La DNA-PK est impliquée dans des voies biochimiques autres
que la réparation des cassures : maintien de la longueur des télo-
mères, rôle dans le point de contrôle G2 après irradiation, méta-
bolisme en réponse à l’insuline, phosphorylation de substrats
qui ne participent pas à la réparation de l’ADN, contrôle de la
dégradation du facteur de régulation de l’hypoxie, HIF-1 
(Bouquet et al. 2011; Kong et al. 2011). Ces nouvelles données
renforcent l’importance de la DNA-PK dans le maintien de l’ho-
méostasie cellulaire et la réponse à divers stress mais para-
doxalement compromettent l’intérêt thérapeutique d’un blo-
cage de cette activité non spécifique aux cellules tumorales.
(ii) La voie alternative A-NHEJ n’a été que très récemment
décryptée, postérieurement à la sélection d’inhibiteurs spéci-
fiques de DNA-PK. Désormais cette approche doit être recon-
sidérée car inhiber la voie C-NHEJ, contrôle négatif de la voie
alternative mineure, engendre une l’instabilité chromoso-
mique après irradiation. Cependant, il peut être intéressant de
cibler non pas le complexe DNA-PK mais le complexe de liga-
ture car la voie A-NHEJ n’est pas activée en cas d’inhibition
(Wu et al. 2007 ; Wu et al. 2009).
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(iii) L’augmentation d’efficacité du traitement génotoxique n’est
pas spécifique aux cellules tumorales puisque l’adjuvant n’est
pas sélectif. En co-traitement chimiothérapeutique, on observe
une augmentation de la toxicité, en particulier, hématologique.
Cependant il a été récemment rapporté un effet cytotoxique
d’inhibiteurs de PARP-1 (Poly [ADP-ribose] polymerase 1) uti-
lisés en monothérapie et non pas comme adjuvant thérapeu-
tique en co-traitement, dans le traitement de cellules mutées
dans les gènes BRCA1 ou BRCA2 (Bryant et al. 2005). Les
patientes présentant une mutation hétérozygote des gènes
BRCA1/2 présentent une prédisposition au développement d’un
cancer du sein et/ou de l’ovaire. Les cellules tumorales de ces
patientes n’expriment pas ces protéines suite à une seconde
mutation, en général une délétion sur l’allèle normal. Or ces pro-
téines participent au complexe basal de la recombinaison homo-
logue (RH) et leur altération participe à l’inhibition de cette voie
de réparation des CDB. D’autre part, PARP-1 
est une protéine majeure du mécanisme de réparation des bases
lésées et des CSB. Un des modèles expliquant l’effet toxique des
inhibiteurs de PARP-1 repose sur le processus de létalité syn-
thétique (Helleday 2011) (figure 4). La létalité synthétique cor-
respond à une interaction génétique où la combinaison de muta-
tions entre deux ou plusieurs gènes conduit à la mort cellulaire.
La mort cellulaire est la conséquence de la co-expression de deux
mutations viables individuellement à l’état homozygote sur deux
gènes qui interviennent dans le même processus biochimique.
Suite à l’inhibition de PARP-1, on observe une accumulation
de cassures simple-brin qui, n’étant pas réparées, sont conver-
ties au cours de la réplication en cassures double-brins. Dans le
cas de cellules normales, la voie RH est utilisée pour réparer les
CDB induites au cours de la réplication, la NHEJ étant peu effi-
cace pendant cette phase du cycle. En revanche, puisque les cel-
lules tumorales BRCA1/2 mutées sont déficientes en activité
RH, l’inhibiteur de PARP-1 provoque l’accumulation de CDB
en fin de phase G2 qui ne sont pas réparées, aboutissant à la mort
cellulaire (Adamo et al. 2010 ; Patel et al. 2011). Ce résultat
illustre une interaction synthétique létale entre PARP-1 et les
protéines BRCA1 et BRCA2.
En conclusion, des études structurales des complexes de répa-
ration sont nécessaires pour obtenir des composés efficaces et
spécifiques. En effet, malgré les considérations négatives rela-
tives à cette approche, l’effet thérapeutique des inhibiteurs de
PARP-1 chez des patientes mutées pour BRCA1/2 et présen-
tant un cancer du sein triple négatif, c’est-à-dire résistant à toute
chimiothérapie, a relancé le débat et ouvert un nouveau
champ de recherche basé sur le décryptage de nouvelles inter-
actions synthétiques létales. Enfin, si la recherche en chimio-
thérapie anticancéreuse a consisté à cibler historiquement la cel-
lule tumorale, une approche alternative est explorée en
s’intéressant au microenvironnement tumoral. L’effet du
microenvironnement sur le développement du clone tumoral
et du processus métastatique repose sur de nombreux travaux
récents en particulier en onco-hématologie et sénologie. La com-
binaison de ces deux approches, tumeur et son microenviron-
nement, devrait permettre de développer de nouvelles théra-
peutiques pour une maladie qui s’inscrit de plus en plus parmi
les pathologies chroniques.
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Figure 4 : Le concept de létalité synthétique.
La létalité synthétique est observée quand une mutation dans l’un des deux gènes,
prise individuellement, n’a pas d’effet alors que la combinaison des deux muta-
tions provoque la mort cellulaire. En thérapie antitumorale, ce processus
implique que l’inhibition d’une fonction par le traitement chimiothérapeutique
dans un contexte où la cellule tumorale est déficitaire dans une autre fonction
de la même voie aboutit à la mort alors qu’il n’y a pas d’effet sur les cellules nor-
males.
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